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8. Trascrizione negli eucarioti 

• Controllo della trascrizione 

• RNA polimerasi eucariotiche 

• Geni trascritti 

• RNA polimerasi II 

• Promotori eucariotici 

• Fattori di trascrizione 

• Complesso di inizio 

• Legame TBP/ONA 
Complesso mediatore-attivatore 

• Sequenze enhancer e silencer 

• Regioni di controllo RNA polimerasi I 
Regioni di controllo RNA polimerasi III 
Terminazione negli eucarioti 

• Fattori di taglio e poliadenilazione 

• Inibitori della sintesi di RNA 
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Trascrizione: Procariotì vs Elicanoti 




PROCARIOTI 

non possiedono nucleo 

il DNA genomico è sparso 
nel citoplasma 

la trascrizione è accoppiata 
alla traduzione 



EUCARIOTI 

il DNA genomico è organizzato 
in cromosomi nel nucleo 

presenza di istoni associati al 
DNA e formazione di cromatina 

la trascrizione avviene nel 
nucleo. 



La traduzione nel citoplasma 
dopo che l'RNA è maturato a 
messaggero (perdita degli 
introni, poliadenilazione, ecc.) 
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RNA Polimerasi eucariotiche 



RNA 

polimerasi 



I 



RNA cellulari 
sintetizzati 



precursore grande 
dell'rRNA 

hnRNA 

snRNA 

precursore dell'rRNA 5S 
precursori dei t RNA 
snRNA U6 (precursore?) 
RNA 7SL (precursore?) 
RNA 7SK (precursore?) 





RNA maturi 
(vertebrati) 



rRNA28S. 
18Se5.8S 

mRNA 

snRNA 

rRNA 5S 

tRNA 

snRNA U6 

RNA 7SL 

RNA 7SK 




Procarioti, una RNA polimerasi 

Eucarioti, 3 diverse RNA polimerasi, specifiche ciascuna per una diversa classe di RNA 
I: rRNA 

II: mRNA e snRNA (cap) 

III: tRNA, rRNA 5Sk snRNA U6 
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Classi di geni trascritti dalle RNA polimerasi fai* 



Tipi di RNA 
sintetizzati 



RNA 

polimerasi 



Geni nucleari 
mRNA 
tR\ A 
rRNA 

5.8S, 18S, 28S 

5S 

snRNA e scRN A 
Geni mitocondriali 
Geni del cloroplasto 



II 

ni 
i 

ni 

II e DP 

Mitocond rialti 
Cloroplasto b 



a Alcuni piccoli RNA nucleari (sn) e citoplasmati- 
ci (se) sono trascritti dalla polimerasi II e altri 
dalla polimerasi IH. 

b be RNA polimerasi del mitocondrio e del cloro- 
plasto sono simili agli enzimi batterici. 




Ci sono RNA polimerasi aggiuntive, nei mitocondri e (nelle piante) nei cloroplasti 
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RNA polimerasi eucariotiche 
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Alcune subunità in comune fra le diverse RNA polimersi eucariotiche 
Differenze fra subunità alfa-like 




Alfa-amanitina inibitore delle RNA polimerasi eucariotiche. 
Molto efficace sulla RNA polimerasi II 

La tossina causa inizialmente disturbi gastrointesetinali, seguiti da sblinanciamento 
degli elettroliti, poi febbre, e infine disfunzione epatica e renale. 
Fra il 40 e il 90% degli individui intossicati muore entro pochi giorni. 
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Subunità del'RNA polimerasi II 
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Figura 9 12 La bota d) trascrittone (a) Posircm daga acidi nucleo. Il Diamante dato stampo di DNA a blu. 4 Marnante non 
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Bolla di trascrizione 
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Elementi l»e<T>eoi> prossima* Nucteo dei 

regcuton dei promotore promotore 




Promotori, siti di legame per l'RNA polimerasi 
Promotori eucariotici sono molto complessi 




Promotori, siti di legame per l'RNA polimerasi 
Promotori eucariotici sono molto complessi 



Fattori di trascrizione (TF) 

FATTORI DI TRASCRIZIONE: proteine che facilitano 
l'interazione tra la RNA polimerasi ed il DNA. 

-Fattori che partecipano alla formazione di un 

complesso attivo di preinizio, che non sono più 
richiesti nelle fasi avanzate della trascrizione. 

-Fattori richiesti per l'inizio della trascrizione (IF). 

-Fattori che aiutano il processo di allungamento 
dell'RNA da parte dell'RNA polimerasi (EF). 

BASALI: riconoscono promotore ed elementi di 
inizio (ad es TATA box) e regioni prossimali. 
Promotore-specifici. 

SPECIFICI: riconoscono regioni prossimali e distali; 
tessuto specifici e soggetti a regolazione. 
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Promotori ed RNA polimerasi eucariotiche isà 




Sequenze importanti del promotore possono trovarsi a monte, ma anche a valle, 
come per RNA Poi III 

UCE: Upstream control element (o UPE, upstream promotor element, elemento di 
controllo a monte) 

DCE: Downstream control element (o DPE, downstream promotor element, elemento 
di controllo a valle) 



Regione regolatoria e trascritta 





RNA polimerasi I: trascrizione rRNA 

3 fattori essenziali: 

RNA polimerasi I 

TBP: tata box binding protein 

UBF: fattore che si lega a regione UCE (upstream control element) 




Regione UCE suddivisa in regione B e regione A. 

B lega UBF, A lega SL1. A SL1 si lega TBP (tata box binding protein) 

Due fattori di trascrizione (UBF e SL1) si legano al promotore dell' rRNA. 

Reclutano la RNA polimerasi I formando il complesso di inizio 

si legano al DNA che codifica i vari RNA ribosomiali ed aiutano la RNA 

polimerasi I 

SL1 e' formata da diverse proteine associate al TBP (TATAbox binding 
protein) 




Legame con altri fattori (CF, core factors), formazione del complesso di inizio dell 
trascrizione RNA polimerasi I 



Promotori RNA polimerasi 
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RNA polimerasi si lega dopo la formazione del complesso di inizio 




I promotori RNA polimerasi III (trascrive tRNA e rRNA 5S) hanno elementi che 
possono trovarsi anche a valle del sito di inizio della trascrizione 
Posizionamento di questi elementi variabile, si conoscono 3 diversi tipi 




TFIIIC (fattore di trascrizioneRNA-polimerasi lll-C) lega box A e Box B a valle 
Legame con TFIIIB (trascription factor RNA polymerase III, type B) si lega a monte del 
sito di inizio, legame con TBP 




Ordine e tipo di elementi può cambiare a seconda del tipo di RNA (rRNA 5S, tRNA 
snRNA U6) da trascrivere 

TFIIIA per rRNA, SNAP per U6 
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Promotori RNA polimerasi III 



Ci sono tre tipi di promotori della poi 




I Tipo 1 



Punto di inizio 

boxA boxC 

Tipo 2 I 

boxA boxB 

Tipo 3 



OC PS E W A WA ™S 



A monte; 




promotori della poi III possono trovarsi 
a vali* dal punto di inizio 



Punto di inizio Promotore 



Regione trascritta 



RNA 




Diversi promotori per RNA poi 



30 




Il sito di inizio della trascrizione detto +1. Corrisponde al primo nucleotide della 
molecola di RNA neotrascritta 

Regioni a valle, si contano a partire da questo punto (-10, -35, ecc.) 
Non esiste punto 0 



Promotori eucariotici 




I promotori hanno moduli mescolati e adattati 



SV40 precoce 

Il I III 



Punto di inizio 

■ n i 



Timidina chinasi 
► I < 



Istone H2B 
< i 



-140-120-100-80 -60 -40 -20 



Tipi 

di moduli 



► < I 

Ottamero CAAT GC TATA 




Promotori RNA polimerasi II 




RNA polimerasi eucariotiche non riconoscono direttamente le sequenze del 
promotore. 

Necessario intervento TFIID (per RNA poi II, o di fattori simili per le altre RNA 
polimerasi) che riconosce sequenza TATA attraverso la TBP 



La trascrizione 
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Tata-box 




Base 

frequency 

(%) 



Consensus sequence 



A 


17 


22 


13 
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37 
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53 
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Q 
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T 


A 


A 

T 
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-T 


A- 



34 to 
26 



50 33 18 

33 12 15 

13 38 48 

3 17 18 



mRNA starls 
A - 50% 
G-25% 
CU 25% 



AAAA^> 



18 26Bmm+ 1 Transcription 




Tata box 

Presente nel promotore di molti geni trascritti dalla RNA polimerasi II 




TBP: tata box binding protein. 
Forma "a sella" 

Lega regione ricca in AT, piega DNA, facilita apertura della doppia elica e formazione 
della bolla di trascrizione 




TBP che circonda il DNA. 
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Legandosi a solco minore, provoca curvatura del DNA 
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Promotore RNA polimerasi II 




TF1ID TTIID 



si 



CGO rft«^ TATARA* CC A* TCC CTTC 

CCA CGCCC TATA f A y TT^ATT 



HiMM-fWfU RNA pohm«f«uH. Sono (Mflli M pxmtorr In 0* «OM> • <tf <»ori 0*U» 

et «devote le sequenze amraiA che corrneondono » vari e*e- mscrimne che ti legano J <jue«» e«*nent< *\ cu ut DHA 
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Legandosi a solco minore, provoca curvatura del DNA 
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Formazione del complesso di pre-inizio 
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Legame TBP 

Legame fattore TFIID (TBP è in effetti parte del complesso TFIID) 



Step 2 e 3 




Complesso di pre-inizio 
Step 2 - legame con circa 8 TAF (fattori 
associati alla TBP) per formare il 
complesso TFIID 

Step 3 - legame con TFIIA (stabilizza 
interazione TBP-DNA) e TFIIB (permette 
l'associazione con altri TF e con l'RNA 
polimerasi II 



TATA 



DNA i 



• 



SUrt *ìt# 



DNA 



TFIID 



rTFUO 



TFIIA 



TFIIA 



DNA 




UH) 



_ 



Stari site 



«ohe 





Complesso di pre-inizio 

Legame con fattori del complesso TFIIA e TFIIB (transcription factor RNA polymerase 

II, type A, type B) 

Associazione con RNA polimerasi 




TFIIB si lega al DNA piegato da TBP in TFIIB 

Primi studi suggerivono legame sequenziale dei diversi fattori. Studi più recenti 
sembrerebbero dimostrare che prima i fattori si legano ad RNA polimerasi, e poi tutto 
si lega al DNA 



Step 4 e 5 




Step 4 - RNA poi II e TFIIF si legano 
attraverso TFIIB 

Step 5 - legame con TFIIE e TFIIH 

TFIIH è il fattore chiave per attivare la 
trascrizione 

TFIIH è una proteina chinasi, e fosforila 
l'RNA poi II 

TFIIH ha anche attività elicasi 



TFHO 



i 



■•ut. 

Sur! mi 



flf MB 
TUIA 





TFIIF legato ad RNA poi II 

TFIIE e TFIIH si legano ulteriormente 

TFIIH attiva trascrizione: fosforila RNA poi II ed ha attività elicasica 
Apertura doppia elica mediato da TFIIH, ed utilizza ATP 




TFIIH lega chinasi che fosforila RNA poi II 

Può anche legare complesso di riparazione, qualora RNA poi II incontri DNA 
danneggiato 




Situazione ancora più complessa, a causa della presenza di altre proteine regolatrici, 
dette coattivatori 

Maggiori dettagli lezione regolazione espressione genica eucarioti 




A monte del promotore, anche in punti distanti, possono legarsi degli attivatori 
Favoriscono formazione legame delle varie subunità e fattori di trascrizione che fan 
parte del complesso dell'RNA poi II 
Possono agire attraverso mediatore 

Legano enzimi che rimodellano cromatina, tipo HAT (istone acetil transferasi) 
Queste regioni che legano attivatori, vengono dette enhancers 



Enhancers (Intensificatori) 



• Sequenze di DNA che legano proteine specifiche; 

• se attivate possono aumentare la trascrizione genica 
basale anche di 20-50 volte. 

• Sono in genere collocate a monte del TATA box, a 
distanze variabili tra 100 e 2.000 bp. 

• A volte però, possono essere collocate anche a 
notevole distanza dal TATA box (40.000 bp) o nel 
primo introne, o nella regione 3' non tradotta. 
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Il complesso del mediatore, quindi attivatore, mediatore, Poi II, fattori di trascrizione 
TF, ed RNA poi II, complesso composto da numerosissimi elementi 




Il complesso del mediatore, quindi attivatore, mediatore, Poi II, fattori di trascrizione 
TF, ed RNA poi II, complesso composto da numerosissimi elementi 



Fattori di trascrizione (TF) 
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Ricapitolando: 



Complesso di pre-inizio: TFIID, seguono TFIIA e TFIIB 
Complesso di inizio: intervengono TFIIH e TFIIE 
Fosforilazione RNA poi II 

Distacco fattori, RNA poi inizia trascrizione (complesso di allungamento) 



Fattori di trascrizione (TF) 
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Ricapitolando: 

Complesso di pre-inizio: TFIID, seguono TFIIA e TFIIB 
Complesso di inizio: intervengono TFIIH e TFIIE 
Fosforilazione RNA poi II 

Distacco fattori, RNA poi inizia trascrizione (complesso di allungamento) 



Complesso di inizio 






RNA polimerasi II ha una coda di serine, che vengono fosforilate 

Questo processo di fosforilazione fondamentale per stabilizzare l'enzima, e 

permettere il processo di trascrizione 



Il complesso di inizio resta sul promotore quando TRINA polimerasi si allontana. 
In questo modo più facile assemblaggio con una successiva RNA polimerasi, senza la 
necessità di riformare il complesso di inizio 
TFIID, TFIIA e TI I H rimangono sul promotore 

Il processo di assemblaggio delle RNA polimerasi successive più rapido 




Schema riassuntivo 
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RNA Poi II comincia trascrizione, ma finché non è fosforilata e stabilizzata, forma d 
trascritti cortissimi, di pochi nucleotidi, e si ferma (fenomeno detto run-off) 
Distacco fattori NE e UH, permette allontanamento della RNA poi II, che può così 
trascrivere 




Subunità maggiore della Poi II ha dominio C-terminale detto CTD (C-Terminal 
Domain) 

Questo si estende come una coda 

27 ripetizioni di una sequenza specifica eptapeptidica (in lievito), e ben 52 nel CTD 
umano 

Siti di fosforilazione specifici per chinasi subunità di TFIIH 

Questa fosforilazione è importante anche per permettere il complesso che forma il 
cappuccio CAP al 5' dell'mRNA 

Importante anche per reclutamento spliceosoma, e per fattori di poliadenilazione e 
taglio 




Fattori di allungamento (EF, elongation factors) si legano a coda CTD fosforilata 



RNA polimerasi eucariotiche devono interagire con istoni. 

Fattori di allungamento almeno in lievito, hanno attività di acetilazione degli istoni, e 
quiindi la capacità di modificare la struttura della cromatina 




Fattori di modificazione, si legano a questa lunga coda. 

Man mano vengono rilasciati: prima fattori per il capping (CAP, o cappuccio) in 5' 

Poi fattori per lo splicing 

Infine fattori per la poliadenilazione 




Riconoscimento sequenza specifica di terminazione 

Fattore CPSF (cleavage and polyadenylation specificity factor), legato a CTD, passa 
sulla sequenza segnale di terminazione presente sull'mRNA 
Questo fattore lega CstF (cleavage stimulator factor) che determina il taglio del 
filamento di mRNA 

Al complesso si associa poli-A polimerasi, che sintetizza coda di poli-A 
Seguono poli-A binding proteins, che coprono coda di poli-A 




La poliadenilazione non è un processo che interviene a fine trascrizione, ma è parte 
integrante del processo di terminazione della trascrizione 



Terminazione mRNA istoni 
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mRNA istoni non ha coda poliA. Come avviene terminazione? 
Formazione di una forcina 

Legame sequenza conservata con piccolo RNA nucleare (U7-snRNA) provoca la 
formazione di un sito di riconoscimento, tagliato da un enzima specifico 



Terminazione mRNA istoni 
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L'mRNA degli tuoni, nella sui rcgwoc terminale, contiene, a monte del snodi taglio, una 
forvitu ed , a valle . una 
Lo snRNA U7 ha n 
complementare sia alla forcina sia alla regione 
appaiamento il sito di taglio viene esposto e 



al V mentre «ella pane al 5' è 
dell' mRNA degli istoni; graie a questo 




Appaiamento fra regione 3' mRNA istoni e U7-snRNA. Il sito di taglio viene esposto e 
processato 




Messaggero neotrascritto non è libero, ma è subito associato a delle proteine, che lo 
proteggono dalla degradazione 

Si forma un complesso ribonucleoproteico, che prende il nome di mRNP (messenger 
ribo nucleo protein) 
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RNA non codificanti 

protein 




miRNAs 
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miRNAs 1 Ta ts? 
others? J " 



Various functions 



Science 



• Phenotypes of knockdowns and overexpression? 

• Developmental and physiological expression? 

• Subcellular localization? 
^ • Targets? Interacting molecules 9 j s Mattici* sc^ce 2005 309 1527-1528 




The complexity of transcription of protein-coding (blue) and noncoding (red) 
RNAsequences. Transcripts may be derived from either or both strands, and 
they may be overlapping and interlaced (2, 3, 6, 11, 12). Many transcripts 
(including some noncoding transcripts) are alternatively spliced. Both exons 
and introns may transmit information. Many miRNAs and ali small nucleolar 
RNAs in animals are sourced from introns [see (13) for a review]. The range of 
types and functions of noncoding RNAs is unknown. 



